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 B e i   einem  Trägermaterial  für  die  Immunbestimmung  ist 
ein  Reaktionspartner  der  immunologischen  Reaktion  an  das 
Trägermaterial  über  heterobifunktionelle  photoaktivierbare 
Verbindungen,  deren  eine  funktionelle  Gruppe  durch  eine 
Arylacidgruppe  gebildet  wird,  kovalent  gebunden. 



Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   e i n   T r ä g e r m a t e r i a l   zu r   V e r w e n d u n g  
f ü r   d i e   I m m u n b e s t i m m u n g ,   b e i   dem  e i n   R e a k t i o n s p a r t n e r  

d e r   i m m u n o l o g i s c h e n   R e a k t i o n   an  das   T r ä g e r m a t e r i a l  

k o v a l e n t   g e b u n d e n   i s t   s o w i e   e i n   e i n   V e r f a h r e n   z u r  

I m m u n b e s t i m m u n g .  

V e r f a h r e n   zur   I m m u n b e s t i m m u n g   s i n d   w e i t v e r b r e i t e t .  

H ä u f i g   w i r d   das   E L I S A - V e r f a h r e n   a n g e w e n d e t ,   b e i   dem  e i n  

R e a k t i o n s p a r t n e r   e i n e r   I m m u n r e a k t i o n   an  e i n e   f e s t e  

P h a s e   a d s o r b i e r t   v o r l i e g t .   Als   f e s t e   P h a s e   v e r w e n d e t  

man  in  d e r   P r a x i s   d a b e i   b e v o r z u g t   K u n s t s t o f f r ö h r c h e n  

o d e r   M i k r o t i t e r p l a t t e n ,   d i e   an  d e r   I n n e n o b e r f l ä c h e  

a d s o r b i e r t   den  e i n e n   P a r t n e r   d e r   R e a k t i o n   t r a g e n .  

E b e n s o   ü b l i c h   i s t   e s ,   K u g e l n   zu  v e r w e n d e n ,   d i e   an  i h r e r  

A u ß e n o b e r f l ä c h e   a d s o r b i e r t   den  e i n e n   P a r t n e r   d e r  

R e a k t i o n   t r a g e n .   Die  g ä n g i g s t e n   d r e i   V e r f a h r e n   z u r  

E n z y m i m m u n b e s t i m m u n g   s i n d   nun  das   S a n d w i c h - V e r f a h r e n ,  

das   i n d i r e k t e   V e r f a h r e n   und  das   K o m p e t i t i o n s v e r f a h r e n .  

Bei   dem  S a n d w i c h - V e r f a h r e n   w i r d   e i n   A n t i k ö r p e r   an  d e n  

T r ä g e r   a d s o r b i e r t ,   d i e   T e s t l ö s u n g   w i r d   z u g e g e b e n ,   w o b e i  

das   in  d e r   T e s t l ö s u n g   e n t h a l t e n e   s p e z i f i s c h e   A n t i g e n   a n  

den  A n t i k ö r p e r   g e b u n d e n   w i r d .   Dann  w i r d   e i n   e n z y m m a r -  
k i e r t e r   s p e z i f i s c h e r   A n t i k ö r p e r   f ü r   den  A n t i g e n - A n t i -  

k ö r p e r - K o m p l e x   z u g e g e b e n ,   d e r   dann   an  den  K o m p l e x  

b i n d e t .   Z u l e t z t   g i b t   man  das   f ü r   das   Enzym  s p e z i f i s c h e  

S u b s t r a t   zu.   D i e s e s   S u b s t r a t   r e a g i e r t   in  s p e z i f i s c h e r  

W e i s e .   Die   R e a k t i o n   kann   b e i s p i e l s w e i s e   p h o t o m e t r i s c h  

a u s g e w e r t e t   w e r d e n .   D u r c h   M e s s u n g   de r   L i c h t a b s o r p t i o n  

o d e r   d e r   o p t i s c h e n   D i c h t e   kann   dann  d i e   Menge  an  A n t i -  

gen  b e r e c h n e t   w e r d e n ,   d i e   de r   A b s o r p t i o n   bzw.  D i c h t e  

d i r e k t   p r o p o r t i o n a l   i s t .   Beim  i n d i r e k t e n   V e r f a h r e n   w i r d  

e i n   A n t i g e n   an  dem  T r ä g e r m a t e r i a l   a d s o r b i e r t .   Man  g i b t  

T e s t l ö s u n g   d a z u ,   w o b e i   d e r   in  d e r   T e s t l ö s u n g   e n t h a l t e n e ,  
f ü r   das   a d s o r b i e r t e   A n t i g e n   s p e z i f i s c h e   A n t i k ö r p e r   m i t  



dem  A n t i g e n   r e a g i e r t .   Be i   Z u g a b e   von  e n z y m m a r k i e r t e m  

A n t i g l o b u l i n   b i n d e t   das   A n t i g l o b u l i n   an  den  A n t i g e n / -  

A n t i k ö r p e r - K o m p l e x .   Nach  Z u g a b e   e i n e s   f ü r   das   E n z y m  

s p e z i f i s c h e n   S u b s t r a t e s   b i l d e t   s i c h   w i e d e r   e i n e   F a r b e ,  

d i e   d u r c h   p h o t o m e t r i s c h e   M e s s u n g   a u s g e w e r t e t   w e r d e n  

kann   und  d i r e k t   p r o p o r t i o n a l   zu r   Menge  des   u n b e k a n n t e n  

A n t i k ö r p e r s   in  dem  T e s t s e r u m   i s t .   Bei   d e r   d r i t t e n  

M e t h o d e ,   dem  K o m p e t i t i o n s v e r f a h r e n ,   w i r d   e i n e r   d e r  

b e i d e n   P a r t n e r   d e r   I m m u n r e a k t i o n   an  das   T r ä g e r m a t e r i a l  

a d s o r b i e r t .   Man  g i b t   d a z u   e i n e   L ö s u n g ,   d i e   s o w o h l   d e n  

u n b e k a n n t e n   a n d e r e n   P a r t n e r   d e r   I m m u n r e a k t i o n   e n t h ä l t ,  

a l s   a u c h   e i n e   b e k a n n t e   Menge  an  e n z y m m a r k i e r t e m   a n d e r e m  

P a r t n e r   d e r   I m m u n r e a k t i o n .   B e i d e   P a r t n e r   b i n d e n   nun  i n  

K o n k u r r e n z   m i t   dem  am  T r ä g e r   a d s o r b i e r t e n   P a r t n e r   d e r  

I m m u n r e a k t i o n .   Bei   e i n e r   z w e i t e n   P r o b e   g i b t   man  e i n e  

S t a n d a r d l ö s u n g   d a z u ,   d i e   n u r   m a r k i e r t e n   P a r t n e r   e n t h ä l t .  

B e i d e n   L ö s u n g e n   g i b t   man  d a n n   das   E n z y m s u b s t r a t   zu  u n d  

b e s t i m m t   d u r c h   p h o t o m e t r i s c h e   M e s s u n g   d i e   F a r b b i l d u n g .  

Die  D i f f e r e n z   z w i s c h e n   S t a n d a r d   und  P r o b e   l ä ß t   e i n e  

B e r e c h n u n g   d e r   Menge  an  u n b e k a n n t e m   R e a k t i o n s p a r t n e r  

z u .  

H ä u f i g   w e r d e n   auch   R a d i o i m m u n b e s t i m m u n g e n   d u r c h g e f ü h r t .  

Der  RIA  w i r d   v e r w e n d e t   a l s   T e s t   zum  N a c h w e i s   und  z u r  

q u a n t i t a t i v e n   B e s t i m m u n g   von  A n t i g e n   o d e r   A n t i k ö r p e r  

d u r c h   r a d i o a k t i v e   M a r k i e r u n g   e i n e s   d e r   b e i d e n   R e a k t i o n s -  

p a r t n e r .   Er  kann   d u r c h g e f ü h r t   w e r d e n   a l s   F e s t p h a s e n -  

t e s t ,   w o b e i   e i n e r   d e r   b e i d e n   R e a k t i o n s p a r t n e r   an  e i n e  

f e s t e   P h a s e   g e b u n d e n   i s t ,   w o d u r c h   d i e   A b t r e n n u n g   d e r  

A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - K o m p l e x e   vom  f r e i e n   P a r t n e r   w e s e n t -  

l i c h   e r l e i c h t e r t   w i r d .   Der  T e s t   w i r d   au f   dem  P r i n z i p  

de r   k o m p e t i t i v e n   Hemmung  d u r c h g e f ü h r t .   D a b e i   w i r d   d i e  



w i r d   d i e   B i n d u n g   e i n e s   r a d i o a k t i v   m a r k i e r t e n   A n t i g e n s  

d u r c h   den  s p e z i f i s c h e n   A n t i k ö r p e r   d u r c h   e i n   n i c h t  

m a r k i e r t e s   A n t i g e n   k o n z e n t r a t i o n s a b h ä n g i g   g e h e m m t .   J e  

g r ö ß e r   d e r   A n t e i l   des   u n m a r k i e r t e n   und  zu  m e s s e n d e n  

A n t i g e n s ,   d e s t o   g e r i n g e r   i s t   d i e   R a d i o a k t i v i t ä t   d e r  

A n t i g e n - A n t i k ö r p e r - K o m p l e x e .   Bei   dem  F e s t p h a s e n - R I A   i s t  

auch   de r   d i r e k t e   B i n d u n g s t e s t   m ö g l i c h .  

Bei  a l l e n   d i e s e n   V e r f a h r e n   kann   das   T r ä g e r m a t e r i a l   u n d  

de r   d a r a n   a d s o r b i e r t e   P a r t n e r   d e r   I m m u n r e a k t i o n   n u r  

e i n m a l   f ü r   den  T e s t   v e r w e n d e t   w e r d e n ,   d a n a c h   w i r d  

b e i d e s   g e w ö h n l i c h   w e g g e w o r f e n ,   da  d e r   g e b u n d e n e   R e a k -  

t i o n s p a r t n e r   d e r   I m m u n r e a k t i o n   a d s o r p t i v   an  das   T r ä g e r -  

m a t e r i a l   g e b u n d e n   i s t   ü b e r   s t a r k e   und  s c h w a c h e   W e c h s e l -  

w i r k u n g e n ,   s e k u n d ä r e ,   n i c h t k o v a l e n t e   l i p o p h i l e - ,   D i p o l -  

D i p o l -   o d e r   I o n e n - D i p o l - I n t e r a k t i o n e n .   A l l e   d i e s e  

B i n d u n g e n   h a l t e n   den  d r a s t i s c h e n   B e d i n g u n g e n ,   d i e   b e i  

e i n e r   R e g e n e r a t i o n   zu r   D i s s o z i a t i o n   d e r   A n t i g e n - A n t i k ö r -  

p e r - B i n d u n g   f ü h r e n ,   n i c h t   s t a n d .   Ein   g e w i s s e r   T e i l   d e s  

am  T r ä g e r m a t e r i a l   g e b u n d e n e n   P a r t n e r s   de r   I m m u n r e a k t i o n  

l ö s t   s i c h   b e i   dem  R e g e n e r i e r u n g s p r o z e ß   ab,   so  daß  e i n  

m e h r m a l i g e r   G e b r a u c h   d e r   b i s h e r   b e k a n n t e n   T r ä g e r   n i c h t  

m ö g l i c h   i s t .  

Aus  An.  R e f .   B i o c h e m .   35  (I)  1 9 6 6 ,   S e i t e   879 ,   i s t   e s  

b e r e i t s   b e k a n n t ,   P r o t e i n e   ü b e r   b i f u n k t i o n e l l e   R e a g e n -  

z i e n   an  T r ä g e r m a t e r i a l i e n   zu  b i n d e n .   Auch  aus   DE-OS 

25  23  207  i s t   es  b e k a n n t ,   B i o p o l y m e r e   ü b e r   T r ä g e r   z u  

b i n d e n .   Es  i s t   j e d o c h   n i c h t   a n g e g e b e n ,   wie  e i n e   d e r -  

a r t i g e   k o v a l e n t e   B i n d u n g   a u s g e f ü h r t   w e r d e n   s o l l .   A u s  

A n g e w a n d t e   C h e m i e ,   84.  J a h r g a n g ,   1972 ,   H.  8.  S e i t e n  

3 1 9 - 3 3 0   i s t   es  b e k a n n t ,   d i e   k o v a l e n t e   B i n d u n g   ü b e r  



f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n ,   d i e   an  dem  T r ä g e r m a t e r i a l   v o r l i e -  

gen ,   d u r c h z u f ü h r e n .   Dazu  muß  a l s o   d e r   v e r w e n d e t e   T r ä g e r  

ü b e r   r e a k t i v e   G r u p p e n   v e r f ü g e n ,   d i e   den  R e a k t a n t e n   ü b e r  

den  B r ü c k e n b i l d n e r   k o v a l e n t   b i n d e n   k ö n n e n .   Es  war  d a h e r  

w ü n s c h e n s w e r t ,   e i n e   M ö g l i c h k e i t   zu  f i n d e n ,   so  daß  e i n  

P r o t e i n   o d e r   d e r   P a r t n e r   e i n e r   i m m u n o l o g i s c h e n   R e a k t i o n  

k o v a l e n t   an  den  T r ä g e r   g e b u n d e n   w e r d e n   k a n n ,   ohne   d a ß  

z u v o r   e r s t   e i n e   D e r i v a t i s i e r u n g   d u r c h g e f ü h r t   w e r d e n  

m ü ß t e .  

Es  war  d e s h a l b   s e h r   w ü n s c h e n s w e r t ,   w i e d e r v e r w e n d b a r e s  

T r ä g e r m a t e r i a l   f ü r   I m m u n b e s t i m m u n g e n   zu  f i n d e n ,   b e i   d e m  

e i n   R e a k t i o n s p a r t n e r   so  an  das   T r ä g e r m a t e r i a l   g e b u n d e n  

i s t ,   daß  e r   b e i   d e r   R e g e n e r i e r u n g s r e a k t i o n   n i c h t   a b g e -  

l ö s t   w i r d .  

Es  war  nun  A u f g a b e   de r   E r f i n d u n g ,   e i n   T r ä g e r m a t e r i a l   z u  

s c h a f f e n ,   d a s   e i n e n   P a r t n e r   e i n e r   I m m u n r e a k t i o n   g e b u n d e n  

e n t h ä l t   und  das   m e h r m a l s   w i e d e r v e r w e n d b a r   i s t .  

D i e s e   A u f g a b e   w i r d   g e l ö s t   d u r c h   e i n   T r ä g e r m a t e r i a l   z u r  

V e r w e n d u n g   f ü r   d i e   I m m u n b e s t i m m u n g e n ,   b e i   dem  e i n  

R e a k t i o n s p a r t n e r   de r   i m m u n o l o g i s c h e n   R e a k t i o n   an  d a s  

T r ä g e r m a t e r i a l   k o v a l e n t   g e b u n d e n   i s t ,   das   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t   i s t ,   daß  de r   R e a k t i o n s p a r t n e r   ü b e r  

h e t e r o b i f u n k t i o n e l l e   p h o t o a k t i v i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n ,  

d e r e n   e i n e   G r u p p e   d u r c h   e i n e   A r y l a c i d g r u p p e   g e b i l d e t  

w i r d ,   k o v a l e n t   g e b u n d e n   i s t .   Dazu  w e r d e n   b e v o r z u g t   d i e  

f o l g e n d e n   V e r b i n d u n g e n   a l s   B r ü c k e n b i l d n e r   v e r w e n d e t :  

-  N - 5 - A z i d o - 2 - n i t r o b e n z o y l o x y s u c c i n i m i d   (ANB-NOS) 

-  p - A z i d o p h e n a c y l   B r o m i d  

-  p - A z i d o p h e n y l g l y o x a l  

-  4 - F l u o r - 3 - n i t r o p h e n y l - A z i d e  

-  M e t h y l - 4 - A z i d o b e n z o i m i d a t e - H C l  



-  N - S u c c i n i m i d y l - ( 4 - A z i d o p h e n y l d i t h i o ) - p r o p i o n a t  

-  N - ( 4 - A z i d o p h e n y l t h i o ) p h t h a l i m i d  

-  N - H y d r o x y s u c c i n i m i d y l - 4 - a z i d o - b e n z o a t  

-  N - H y d r o x y s u c c i n i m i d y l - 4 - a z i d o s a l i c y l s ä u r e  

-  N - S u c c i n i m i d y l - 6 ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l - a m i n o )  

H e x a n o a t  

-  S u l f o s u c c i n i m i d y l - 6 - ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l a m i n o ) -  

h e x a n o a t  

-  E t h y l - 4 - a z i d o p h e n y l - 1 , 4 - d i t h i o b u t y r i m i d a t - H C 1  

-  N - S u c c i n i m i d y l - ( 4 - A z i d o p h e n y l d i t h i o ) - p r o p i o n a t  

-  S u l f o s u c c i n i m i d y l - ( 4 - a z i d o p h e n y l d i t h i o ) - p r o p i o n a t  

-  4 , 4 ' - D i t h i o - b i s - p h e n y l a z i d e .  

B e s o n d e r s   b e v o r z u g t   w i r d   L o m a n t ' s   R e a g e n z   I I :   N - S u c c i n i -  

m i d y l - 6 - ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l - a m i n o ) - H e x a n o a t   v e r -  

w e n d e t .  

Ein  so  g e b u n d e n e r   R e a k t i o n s p a r t n e r   l ö s t   s i c h   auch   u n t e r  

d r a s t i s c h e n   B e d i n g u n g e n   n i c h t   von  dem  T r ä g e r m a t e r i a l ,  

so  daß  e i n   d e r a r t i g   b e h a n d e l t e s   T r ä g e r m a t e r i a l   s e h r   o f t  

w i e d e r v e r w e n d b a r   i s t .  

Als   T r ä g e r m a t e r i a l   w e r d e n   ü b l i c h e r w e i s e   K u g e l n ,   M i k r o -  

t i t e r p l a t t e n   o d e r   R ö h r c h e n   v e r w e n d e t .   D i e s e s   T r ä g e r -  

m a t e r i a l   b e s t e h t   aus   e i n e m   K u n s t s t o f f ,   d e r   d i e   E i g e n -  

s c h a f t   b e s i t z t ,   m ö g l i c h s t   w e n i g   R e a k t i o n s p a r t n e r   a d s o r p -  

t i v   zu  b i n d e n .   A u ß e r d e m   muß  er   g e e i g n e t   s e i n   zu r   B i n d u n g  

mi t   d e r   a l s   B r ü c k e n b i l d n e r   v e r w e n d e t e n   h e t e r o b i f u n k t i o -  

n e l l e n   V e r b i n d u n g .   Als   b e s o n d e r s   g e e i g n e t   h a t   s i c h  

d a b e i   e i n   o b e r f l ä c h e n b e h a n d e l t e s   P o l y e t h y l e n   e r w i e s e n ,  

wie  es  b e i s p i e l s w e i s e   u n t e r   de r   B e z e i c h n u n g   " M i n i s o r p -  

m a t e r i a l "   in  Form  von  R ö h r c h e n   von  d e r   F i r m a   NUNC, 

D ä n e m a r k ,   v e r t r i e b e n   w i r d .   Es  i s t   auch   m ö g l i c h ,   K u n s t -  

s t o f f m a t e r i a l   zu  v e r w e n d e n ,   das   d u r c h   D e r i v a t i s i e r u n g  

zur   B i n d u n g   m i t   d e r   h e t e r o b i f u n k t i o n e l l e n   V e r b i n d u n g  

g e e i g n e t   i s t .  



Das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   T r ä g e r m a t e r i a l   e i g n e t   s i c h   f ü r  

a l l e   A r t e n   von  I m m u n b e s t i m m u n g e n ,   i n s b e s o n d e r e   f ü r  

ELISA  und  F e s t p h a s e n - R I A ) .  

An  das   T r ä g e r m a t e r i a l   g e b u n d e n   w e r d e n   k ö n n e n   a l l e  

R e a k t i o n s p a r t n e r   e i n e r   i m m u n o l o g i s c h e n   R e a k t i o n .   S o  

kann   z.  B.  e i n   A n t i g e n ,   e i n   A l l e r g e n   o d e r   e i n   A n t i k ö r -  

p e r   k o v a l e n t   an  den  T r ä g e r   f i x i e r t   w e r d e n .  

Der  R e a k t i o n s p a r t n e r   w i r d   ü b e r   h e t e r o b i f u n k t i o n e l l e  

p h o t o a k t i v i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n ,   d e r e n   e i n e   b i f u n k t i o -  

n e l l e   G r u p p e   d u r c h   e i n e   A r y l a z i d g r u p p e   g e b i l d e t   w i r d ,  

an  das   T r ä g e r m a t e r i a l   g e b u n d e n .   B e v o r z u g t   w e r d e n   a l s  

B r ü c k e n b i l d n e r   d i e   im  A n s p r u c h   2  a u f g e f ü h r t e n   V e r b i n -  

d u n g e n   v e r w e n d e t .   B e s o n d e r s   b e v o r z u g t   i s t   d i e   a l s  

L o h m a n t ' s   R e a g e n z   I I   b e k a n n t e   V e r b i n d u n g   N - S u c c i n i -  

m i d y l - 6 - ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l a m i n o ) - H e x a n ,   d i e   a u f  

d e r   e i n e n   S e i t e   e i n e   A r y l a c i d g r u p p e   t r ä g t ,   d i e   s i c h   i n  

e i n e r   P h o t o l y s e r e a k t i o n ,   a u s g e l ö s t   d u r c h   s i c h t b a r e s  

L i c h t ,   u n t e r   B i l d u n g   e i n e s   N i t r e n s   u m s e t z e n   l ä ß t .   D a s  

b e i   d e r   P h o t o l y s e   g e b i l d e t e   N i t r e n   i s t   ä u ß e r s t   r e a k t i v .  

Es  g e h t   u n s e l e k t i v   b e z ü g l i c h   s e i n e s   R e a k t i o n s p a r t n e r s  

e i n e   k o v a l e n t e   B i n d u n g   m i t   s e i n e m   n ä c h s t e n   N a c h b a r n  

e i n .   D i e s e s ,   d u r c h   L i c h t e i n w i r k u n g   g e n e r i e r t e   N i t r e n ,  

kann   auch   m i t   r e l a t i v   i n e r t e m   M a t e r i a l   r e a g i e r e n   u n d  

i s t   b e i   d e r   R e a k t i o n   n i c h t   au f   R e a k t i v g r u p p e n   e i n e s  

b e s t i m m t e n ,   aus  b e s o n d e r e n   G r ü n d e n   a n z u w e n d e n d e n   M a t e -  

r i a l s   a n g e w i e s e n .   Es  r e a g i e r t   s o g a r   m i t   dem  c h e m i s c h  

r e l a t i v   i n e r t e n   P o l y e t h y l e n .   Die  a n d e r e   f u n k t i o n e l l e  

G r u p p e   des   b e v o r z u g t e n   B r ü c k e n b i l d n e r s   i s t   e i n   N - H y d r o x y -  

S u c c i n i m i d e s t e r ,   d e r   b e i   a l k a l i s c h e m   pH  s e h r   s c h o n e n d  

m i t   n i c h t   p r o t o n i e r t e n   f r e i e n   A m i n o g r u p p e n   e i n e s   R e a k -  

t a n t e n ,   wie  z.  B.  e i n e m   P r o t e i n ,   r e a g i e r t .   Auf  d i e s e  

W e i s e   i s t   es  m ö g l i c h ,   z.  B.  A n t i g e n e ,   A l l e r g e n e   u n d  

A n t i k ö r p e r   zu  b i n d e n .  



Eine   w e i t e r e   A u s f ü h r u n g s f o r m   d e r   E r f i n d u n g   b e s t e h t  

d a r i n ,   ü b e r   den  B r ü c k e n b i l d n e r   z u n ä c h s t   P r o t e i n   A 

( A g g l u t i n o g e n   a u s   S t a p h y l o c o c c u s   a u r e u s   m i t   v i e r   h o m o -  

l o g e n   B i n d u n g s s t e l l e n   f ü r   d i e   F c - R e g i o n   von  I m m u n o g l o -  

b u l i n   G:  S j ö d a h l ,   J .   (1977)  E u r .   J .   B i o c h e m .   73  3 4 3 - 5 1 )  

k o v a l e n t   an  d a s   T r ä g e r m a t e r i a l   zu  b i n d e n .   Z u g e f ü g t e  

A n t i k ö r p e r   k ö n n e n   dann   mi t   i h r e m   k o n s t a n t e n   T e i l   an  d a s  

k o v a l e n t   m i t   P r o t e i n   b e s c h i c h t e t e   T r ä g e r m a t e r i a l   b i n d e n  

und  d i e   v a r i a b l e n   T e i l e   de r   A n t i k ö r p e r   s i n d   dann  f ü r  

d i e   B i n d u n g   d e s   a n d e r e n   P a r t n e r s   de r   i m m u n o l o g i s c h e n  

R e a k t i o n   v e r f ü g b a r .   E i n e   so  g e r i c h t e t e   B e l a d u n g   d e s  

T r ä g e r s   e r h ö h t   d i e   b i o l o g i s c h e   E f f i z i e n z   d e r   B e s c h i c h -  

t u n g   a u ß e r o r d e n t l i c h   und  mach t   das   S y s t e m ,   b e z o g e n   a u f  

d i e   v e r w e n d b a r e   T r ä g e r f l ä c h e ,   e m p f i n d l i c h e r .   Es  b e s t e h t  

dann  auch   d i e   M ö g l i c h k e i t ,   den  k o v a l e n t   m i t   dem  P r o t e i n  

A  b e s c h i c h t e t e n   T r ä g e r   f ü r   e i n e   w e i t e r e   c h e m i s c h e  

R e a k t i o n   zu  v e r w e n d e n .   Bei  d i e s e r   c h e m i s c h e n   R e a k t i o n  

kann  man  u n t e r   V e r w e n d u n g   e i n e s   P r o t e i n b r ü c k e n b i l d n e r s  

den  z u v o r   g e r i c h t e t   a d s o r p t i v   an  das   P r o t e i n   g e b u n d e n e n  

A n t i k ö r p e r   k o v a l e n t   mi t   d i e s e m   v e r n e t z e n ,   so  daß  n a c h  

de r   V e r n e t z u n g s r e a k t i o n   der   A n t i k ö r p e r   g e r i c h t e t   u n d  

k o v a l e n t   g e b u n d e n   am  T r ä g e r   v o r l i e g t .  

Der  ü b e r   den  B r ü c k e n b i l d n e r   g e b u n d e n e   R e a k t i o n s p a r t n e r  

h a t   e i n e n   g e w i s s e n   A b s t a n d   von  dem  T r ä g e r m a t e r i a l   u n d  

auch  e i n e   g e w i s s e   M o b i l i t ä t .   D i e s   w i r k t   s i c h   s e h r  

g ü n s t i g   au f   d i e   Z u g ä n g l i c h k e i t   des   k o v a l e n t   g e b u n d e n e n  

R e a k t i o n s p a r t n e r s   a u s ,   was  auch   w i e d e r u m   zu  e i n e r   V e r -  

b e s s e r u n g   d e r   I m m u n r e a k t i o n   f ü h r t .  

Das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   T r ä g e r m a t e r i a l ,   das   den  e i n e n  

P a r t n e r   e i n e r   I m m u n r e a k t i o n   k o v a l e n t   g e b u n d e n   ü b e r  

e i n e n   B r ü c k e n b i l d n e r   t r ä g t ,   kann  h ä u f i g   w i e d e r v e r w e n d e t  



w e r d e n ,   da  s i c h   de r   R e a k t i o n s p a r t n e r   auch   u n t e r   d e n  

d r a s t i s c h e n   B e d i n g u n g e n ,   d i e   f ü r   d i e   R e g e n e r i e r u n g  

e r f o r d e r l i c h   s i n d ,   n i c h t   von  dem  T r ä g e r m a t e r i a l   a b l ö s t ,  

da  er   j a   k o v a l e n t   und  n i c h t   a d s o r p t i v   g e b u n d e n   v o r l i e g t .  

Das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   V e r f a h r e n   f ü r   d i e   I m m u n b e s t i m m u n g ,  

b e i   dem  e i n e r   de r   an  d e r   I m m u n r e a k t i o n   b e t e i l i g t e n  

P a r t n e r   k o v a l e n t   an  e i n   T r ä g e r m a t e r i a l   g e b u n d e n   w i r d ,  

i s t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d i e   B i n d u n g   ü b e r   e i n e  

h e t e r o b i f u n k t i o n e l l e ,   p h o t o a k t i v i e r b a r e   V e r b i n d u n g ,  

d e r e n   e i n e   Gruppe   d u r c h   e i n e   A r y l a c i d g r u p p e   g e b i l d e t  

w i r d ,   v o r z u g s w e i s e   ü b e r   N - S u c c i n i m i d y l - 6 ( 4 ' - a z i d o - 2 ' -  

n i t r o p h e n y l - a m i n o ) - H e x a n ,   a l s   B r ü c k e n b i l d n e r   e r f o l g t ,  

d i e   I m m u n b e s t i m m u n g   d u r c h g e f ü h r t   w i r d   und  das   T r ä g e r -  

m a t e r i a l   m i t   dem  d a r a n   g e b u n d e n e n   P a r t n e r   n a c h   d e r  

I m m u n r e a k t i o n   w i e d e r g e w o n n e n   w i r d .  

D i e s e s   V e r f a h r e n   kann   m i t   dem  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n   T r ä g e r -  

m a t e r i a l   b e l i e b i g   o f t   w i e d e r h o l t   w e r d e n ,   da  s i c h   d e r  

k o v a l e n t   g e b u n d e n e   P a r t n e r   a u c h   u n t e r   den  d r a s t i s c h e n  

R e a k t i o n s b e d i n g u n g e n   d e r   R e g e n e r i e r u n g   n i c h t   a b l ö s t   u n d  

g e b u n d e n   b l e i b t .  

In  e i n e r   w e i t e r e n   A u s f ü h r u n g s f o r m   des  e r f i n d u n g s g e m ä ß e n  

V e r f a h r e n s   w i r d   an  den  T r ä g e r   P r o t e i n   A  k o v a l e n t   g e b u n d e n ,  

das  dann   e i n e n   A n t i k ö r p e r   t r ä g t .   Auf  d i e s e   W e i s e   w e r d e n  

d i e   k o n s t a n t e n   T e i l e   des   A n t i k ö r p e r s   g e b u n d e n   und  d i e  

v a r i a b l e n   T e i l e   des  A n t i k ö r p e r s   s t e h e n   f ü r   d i e   i m m u n o l o -  

g i s c h e   R e a k t i o n   zur   V e r f ü g u n g .   Nach  D u r c h f ü h r u n g   d e r  

i m m u n o l o g i s c h e n   R e a k t i o n   kann   dann  de r   T r ä g e r   m i t   d e m  

k o v a l e n t   g e b u n d e n e n   P r o t e i n   A  und  dem  d a r a n   a d s o r p t i v  

o d e r   k o v a l e n t   g e b u n d e n e n   A n t i k ö r p e r   w i e d e r g e w o n n e n  

w e r d e n   d u r c h   R e g e n e r i e r u n g .  



Das  e r f i n d u n g s g e m ä ß e   T r ä g e r m a t e r i a l   und  das   V e r f a h r e n  

zu r   I m m u n b e s t i m m u n g   h a b e n   m e h r e r e   V o r t e i l e .   Ein   u n d  

d a s s e l b e   T r ä g e r m a t e r i a l   l ä ß t   s i c h   s e h r   o f t   n ach   j e w e i l s  

g e e i g n e t e n   R e g e n e r i e r u n g s s c h r i t t e n   f ü r   I m m u n b e s t i m m u n g e n  

v e r w e n d e n .   B e s o n d e r s   v o r t e i l h a f t   i s t   das   e r f i n d u n g s g e m ä ß e  

w i e d e r v e r w e n d b a r e   T r ä g e r m a t e r i a l   f ü r   I m m u n b e s t i m m u n g e n ,  

in  d e n e n   a l s   zu  b i n d e n d e r   R e a k t i o n s p a r t n e r   e i n   P a r t n e r  

v e r w e n d e t   w i r d ,   d e r   n u r   in  b e g r e n z t e r   Menge  v o r h a n d e n  

i s t ,   da  e r   s i c h   s c h w i e r i g   h e r s t e l l e n   l ä ß t   o d e r   s c h w i e r i g  

zu  i s o l i e r e n   o d e r   s y n t h e t i s i e r e n   i s t .   In  d i e s e n   F ä l l e n  

l ä ß t   s i c h   d i e   zu r   V e r f ü g u n g   s t e h e n d e   Menge  an  R e a k t i o n s -  

p a r t n e r   an  d e r i v a t i s i e r t e s   T r ä g e r m a t e r i a l   k o p p e l n   u n d  

es  i s t   a u f   d i e s e   W e i s e   m ö g l i c h ,   w e s e n t l i c h   mehr   I m m u n o -  

b e s t i m m u n g e n   m i t   e i n e r   b e g r e n z t   v o r l i e g e n d e n   Menge  a n  

R e a k t i o n s p a r t n e r   a u s z u f ü h r e n .   W e i t e r h i n   w e r d e n   d i e  

K o s t e n   f ü r   d i e   e i n z e l n e   B e s t i m m u n g   e r h e b l i c h   g e s e n k t .  

B  e  i  s  p  i  e  1  

Es  w u r d e   P r o t e i n   A  m i t   d e r   a l s   B r ü c k e n b i l d n e r   v e r w e n d e -  

t e n   V e r b i n d u n g   N - S u c c i n i m i d y l - 6 - ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l -  

a m i n o ) - H e x a n   an  e i n   T r ä g e r m a t e r i a l   g e b u n d e n .   Nach  e n t -  

s p r e c h e n d e n   W a s c h s c h r i t t e n   w u r d e   das  t r ä g e r g e b u n d e n e  

P r o t e i n   A  ohne  L i c h t e i n w i r k u n g   m i t   dem  L o h m a n t ' s   R e a g e n z  
b e i   a l k a l i s c h e m   p H - W e r t   r e a g i e r e n   g e l a s s e n .   D i e s e r  

z w e i t e   B r ü c k e n b i l d n e r   r e a g i e r t e   u n t e r   d i e s e n   B e d i n g u n g e n  

mi t   dem  N - H y d r o x y - S u c c i n i m i d e s t e r   a l s   f u n k t i o n e l l e  

G r u p p e   k o v a l e n t   m i t   dem  T r ä g e r   g e b u n d e n e n   P r o t e i n   A.  

Nach  w e i t e r e n   W a s c h s c h r i t t e n   wurde   das   d e r i v a t i s i e r t e  

t r ä g e r g e b u n d e n e   P r o t e i n   A  m i t   A n t i k ö r p e r n   i n k u b i e r t ,  

w e l c h e   h i e r b e i   m i t   i h r e m   k o n s t a n t e n   T e i l   an  das   P r o t e i n  



A  g e b u n d e n   w u r d e n .   Nach  e r n e u t e n   w e i t e r e n   W a s c h s c h r i t -  

t e n   k o n n t e   man  d u r c h   e i n e   p h o t o c h e m i s c h e   R e a k t i o n   A n t i -  

k ö r p e r ,   g e r i c h t e t   an  das   P r o t e i n   A,  k o v a l e n t   b i n d e n ,  

wobe i   de r   v a r i a b l e   T e i l   des  A n t i k ö r p e r s   j e w e i l s   d e r  

T r ä g e r o b e r f l ä c h e   a b g e w a n d t   und  dem  zu  b i n d e n d e n   A n t i g e n  

z u g e w a n d t   w a r .   Der  so  d e r i v a t i s i e r t e   T r ä g e r   h a t t e   e i n e  

h ö h e r e   B e l a d u n g s d i c h t e   und  e i n e   d a r a u s   r e s u l t i e r e n d e  

h ö h e r e   e n z y m a t i s c h e   A k t i v i t ä t   p r o   F l ä c h e .   Er  k o n n t e   f ü r  

100  B e s t i m m u n g e n   v e r w e n d e t   w e r d e n .  



1.  T r ä g e r m a t e r i a l   zu r   V e r w e n d u n g   f ü r   d i e   I m m u n b e s t i m -  

mung,   b e i   dem  e i n   R e a k t i o n s p a r t n e r   d e r   i m m u n o l o g i -  

s c h e n   R e a k t i o n   an  das   T r ä g e r m a t e r i a l   k o v a l e n t  

g e b u n d e n   i s t ,   d  a  d u r  c  h  

g  e  k  e  n  n  z e  i c h  n  e  t  ,   daß  d e r   R e a k -  

t i o n s p a r t n e r   ü b e r   h e t e r o b i f u n k t i o n e l l e   p h o t o a k t i -  

v i e r b a r e   V e r b i n d u n g e n ,   d e r e n   e i n e   G r u p p e   d u r c h  

e i n e   A r y l a c i d g r u p p e   g e b i l d e t   w i r d ,   k o v a l e n t  

g e b u n d e n   i s t .  

2.  T r ä g e r m a t e r i a l   n ach   A n s p r u c h   1 ,  

d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t  ,  

daß  a l s   h e t e r o b i f u n k t i o n e l l e   p h o t o a k t i v i e r b a r e  

V e r b i n d u n g  

-  N - 5 -   A z i d o - 2 - n i t r o b e n z o y l o x y s u c c i n i m i d   (ANB-NOS) 

-  p - A z i d o p h e n a c y l   B r o m i d  

-  p - A z i d o p h e n y l g l y o x a l  

-  4 - F l u o r o - 3 - n i t r o p h e n y l   A z i d e  

M e t h y l - 4 - A z i d o b e n z o i m i d a t - H C l  

-  N - S u c c i n i m i d y l - ( 4 - A z i d o p h e n y l d i t h i o ) - p r o p i o n a t  

-  N - ( 4 - A z i d o p h e n y l t h i o ) p h t h a l i m i d e  

-  N - H y d r o x y s u c c i n i m i d y l - 4 - a z i d o - b e n z o a t  

-  N - H y d r o x y s u c c i n i m i d y l - 4 - a z i d o s a l i c y l s ä u r e  

-  S u l f o s u c c i n i m i d y l - 6 - ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l a m i n o )  

h e x a n o a t  

-  E t h y l - 4 - a z i d o p h e n y l - 1 , 4 - d i t h i o b u t y r i m i d a t - H C I  

-  N - S u c c i n i m i d y l - ( 4 - A z i d o p h e n y l d i t h i o ) - p r o p i o n a t  

-  S u l f o s u c c i n i m i d y l - ( 4 - a z i d o p h e n y l d i t h i o ) - p r o p i o n a t  

u n d / o d e r  

-  4 , 4 ' - D i t h i o - b i s - p h e n y l a z i d e   v e r w e n d e t   w e r d e n .  



3.  T r ä g e r m a t e r i a l   n a c h   A n s p r u c h   1,  d   a  d  u  r   c  h 

g   e  k  e  n  n z   e  i  c h   n  e  t  ,   daß  d i e   h e t e r o -  

b i f u n k t i o n e l l e   p h o t o a k t i v i e r b a r e   V e r b i n d u n g   N - S u c c i -  

n i m i d y l - 6 - ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l - a m i n o ) - H e x a n o a t  

i s t .  

4.  T r ä g e r m a t e r i a l   n a c h   A n s p r u c h   1,  d   a  d  u  r   c  h 

g   e  k  e  n  n  z  e  i  c  h   n  e  t  ,   daß  an  den  B r ü c k e n b i l d -  

ne r   e i n   P r o t e i n   g e b u n d e n   i s t ,   da s   e i n e n   R e a k t i o n s -  

p a r t n e r   d e r   i m m u n o l o g i s c h e n   R e a k t i o n   t r ä g t .  

5.  V e r f a h r e n   zu r   I m m u n b e s t i m m u n g ,   b e i   dem  e i n e r   d e r  

an  d e r   I m m u n r e a k t i o n   b e t e i l i g t e n   P a r t n e r   k o v a l e n t  

an  e i n   T r ä g e r m a t e r i a l   g e b u n d e n   w i r d ,  

d  a  d  u  r  c  h   g  e  k  e  n  n  z  e  i  c  h  n  e  t  ,  

daß  d i e   B i n d u n g   ü b e r   e i n e   h e t e r o b i f u n k t i o n e l l e ,  

p h o t o a k t i v i e r b a r e   V e r b i n d u n g ,   d e r e n   e i n e   G r u p p e  

d u r c h   e i n e   A r y l a c i d g r u p p e   g e b i l d e t   w i r d ,   v o r z u g s -  
w e i s e   ü b e r   N - S u c c i n i m i d y l - 6 ( 4 ' - a z i d o - 2 ' - n i t r o p h e n y l -  

a m i n o ) - H e x a n ,   a l s   B r ü c k e n b i l d n e r   e r f o l g t ,   d i e  

I m m u n b e s t i m m u n g   d u r c h g e f ü h r t   w i r d   und  das   T r ä g e r -  

m a t e r i a l   m i t   dem  d a r a n   g e b u n d e n e n   P a r t n e r   n a c h   d e r  

I m m u n r e a k t i o n   w i e d e r g e w o n n e n   w i r d .  

6.  V e r f a h r e n   z u r   I m m u n b e s t i m m u n g ,   d   a  d  u  r   c  h 

g   e  k  e  n  n  z  e  i  c  h   n  e  t  ,   daß  man  p h o t o -  

a k t i v i e r b a r e   B r ü c k e n b i l d n e r   k o v a l e n t   an  P r o t e i n   A 

( A g g l u t i n o g e n   aus   S t a p h y l o c o c c u s   a u r e u s )   b i n d e t  

( g e r i c h t e t e   B i n d u n g   von  A n t i k ö r p e r n   an  e i n e n  

T r ä g e r )   und  dann   e i n e n   R e a k t i o n s p a r t n e r   e i n e r  

I m m u n r e a k t i o n   m i t   dem  k o n s t a n t e n   T e i l   an  d a s  

P r o t e i n   b i n d e t ,   d i e   I m m u n b e s t i m m u n g   d u r c h f ü h r t   u n d  

das   T r ä g e r m a t e r i a l   m i t   dem  d a r a n   g e b u n d e n e n  

P r o t e i n   w i e d e r g e w i n n t .  



7.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   6,  d   a  d  u  r   c  h 

g   e  k  e  n  n  z  e  i  c  h   n  e  t  ,   daß  man  den  a n  

das   P r o t e i n   A  ( A g g l u t i n o g e n   aus   S t a p h y l o c o c c u s  

a u r e u s )   g e b u n d e n e n   R e a k t i o n s p a r t n e r   k o v a l e n t   m i t  

d i e s e m   v e r n e t z t   u n t e r   V e r w e n d u n g   h e t e r o b i f u n k t i o -  

n e l l e r   B r ü c k e n b i l d n e r .  

8.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   7,  d   a  d  u  r   c  h 

g   e  k  e  n  n  z  e  i  c  h   n  e  t  ,   daß  d e r   B r ü c k e n -  

b i l d n e r   N - H y d r o x y s u c c i n i m i d y l - 4 - a z i d o s a l i c y l s ä u r e  

o d e r   N - S u c c i n i m i d y l - 6 - ( 4 - a z i d o - 2 - n i t r o p h e n y l -  

a m i n o ) - h e x a n   i s t .  
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